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            Изучение апоптоза лимфоцитов крови и факторов его регуляции у больных рассеянным склерозом в 
       .  91  стадиях обострения и ремиссии представляет актуальную проблему неврологии Обследован пациент с 
 .     .   рассеянным склерозом Определяли показатели апоптоза лимфоцитов крови Абсолютное количество лим-
      ,   .    -фоцитов с признаками апоптоза в обострении ниже чем в ремиссию Повышение фактора некроза опухоли
α   .наблюдается при обострении
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Введение
,    Апоптоз или программированная клеточная 
,  смерть    является важным механизмом поддер-
     жания корректного числа клеток в многоклеточ-
 .ном организме
,   Предполагается что развитие аутоиммунных 
   заболеваний выступает результатом дисбалан-
     са между пролиферацией клеток и програм-
  .мированной клеточной смертью
   Апоптоз осуществляется и контролируется 
  [1,иммунными механизмами  4].
    В патогенезе рассеянного склероза лежат 
   , дегенеративные и аутоиммунные процессы ко-
    торые отражают взаимодействие иммунной и 
 .  нервной систем
  ,    С одной стороны у больных рассеянным скле-
 ( )   , розом РС наблюдается индукция апоптоза в 
,    ,  частности апоптоз в олигодендроцитах запу-
    , щенный на определенном этапе развития рез-
   , ко тормозит процессы ремиелинизации подго-
   .   тавливая почву гибели миелина Одним из ме-
     ханизмов усиления гибели нервных клеток вы-
    ступает нарушение синтеза регуляторных фак-
,     -торов например фактора некроза опухоли α 
( -ФНО α),    который является основным проапо-
 птогенным циток     ином и на системном уровне 
     приводит к индукции апоптоза клеток перифе-
 .   , рической крови С другой стороны аутоиммун-
    ные процессы задействуют чрезвычайно слож-
 ные    ,и многообразные эффекторные механизмы  
    лежащие в основе нарушения нейроиммунного 
    взаимодействия и развития характерного для 
  .   РС неврологического дефицита При этом ауто-
   иммунные процессы характеризуются угнетени-
    ,  ем процессов апоптоза тех клеток которые 
   . , должны в норме погибать Возможно снижение 
    апоптоза наблюдается именно для аутоиммун-
 - ,       ных Т клеток в то время как для других субпо-
     пуляций лимфоцитов или для всех иммуно-
     компетентных клеток в целом характерна ин-
   .дукция программированной клеточной гибели
 10       Около лет назад был открыт на цито-
    плазматической мембране клеток первый спе-
    TNF-циализированный рецептор из семейства
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    – CD95 (Fas/рецепторов для индукции апоптоза
Apo-l).    Описан соответствующий индукторный 
 Fas- .  Fas-  фактор лиганд лиганд экспрессируется 
    ( ,на поверхности глиальных клеток микроглии  
)астроцитах  и лимфоцитах больных . РС Экспрес-
сия Fas-     рецептора на клеточной мембране озна-
чает     ,  готовность клетки уйти в апоптоз однако 
 для запуска процесса необходимо действие ин-
.дукторов  Известна груп   па физиологических акти-
   -ваторов и ингибиторов апопто
 [3, 7, 9].    за В качестве индуцирующих апоптоз 
   факторов выступают провоспалительные цито-
 кины ( -ФНО α,  γ- ).  интерферон Этот показатель 
   был предложен в
   качестве субклинического предвестника активи-
 зации иммунопатологического .процесса  Концен-
трация -ФНО α    связана с клинически выражен-
     PCной активностью болезненного процесса при  
[15].
 ,   Рассеянный склероз в патогенезе которого 
  , лежат иммунологические нарушения представ-
     ляет собой адекватную модель для изучения 
 .процесса апоптоза
   Актуальность данного исследования объяс-
     няется все большим распространением в по-
       следнее время РС и возникающей в связи с 
   этим необходимостью изучения патогенетиче-
  .ских механизмов заболевания
  –   Цель исследования изучить процесс апо-
      птоза лимфоцитов крови и факторы его регуля-
      ции у больных рассеянным склерозом в стадиях 
обострения и .ремиссии
Материал и методы
  91   ,Проведено обследование пациента с РС  
     которые находились на стационарном лечении в 
   неврологической клинике Сибирского государ-
   ( )ственного медицинского университета СибГМУ  
( .г  ),     Томск а также наблюдались амбулаторно на 
    .кафедре неврологии и нейрохирургии СибГМУ  
     Диагноз устанавливался в соответствии с крите-
 -  (2005).   риями Мак Дональда Проведен анализ 
    показателей лейкоцитов и спонтанного апоптоза 
      клеток крови у больных рассеянным склерозом в 
      зависимости от стадии заболевания и у здоро-
 . вых лиц
    Пациенты в стадии обострения составили 
  43 (47,25%) ,   группу из человек в ремиссии нахо-
 48 (52,75%) . дилось человек Иммуномодулирую-
    46 (50,54%) щая терапия была назначена боль-
:   14 (15,38%) , ным ребиф получали человек аво-
 – 10 (10,98%),  – 22 (24,17%).  некс копаксон При раз-
     витии обострения больные по показаниям про-
  .  ходили курс гормонотерапии Курсы симптома-
   45 (49,45%) тической терапии назначались паци-
.    ентам Ремиттирующий тип течения наблюдал-
  69,23% ,  ся у больных вторично прогрессирующий 
   26,37%,  тип течения у первично прогрессирующий 
 4,39%. у
   Средний возраст пациентов составил 
(39,95 ± 2,56) ,   68,19%,  –года женщин было мужчин  
31,81%.  C    редний возраст начала заболевания 
(28,47 ± 2,1)  ,   года медиана Ме = 30  (  15  от до 
44 ).      лет У пациентов с ремиттирующим и вто-
   рично прогрессирующим течением длительность 
   (3,12первой ремиссии составляла  ± 0,79) года 
(Ме = 2;  1  6 ).  от до лет Среднегодовая частота 
     обострений в течение всего периода болезни 
 0,62составила  ± 0,11  (Ме =  0,5;   0,1   2,0).от до  
    EDSS   Средний балл по шкале у пациентов до 
   3,42начала наблюдения составил  ± 0,91  (Ме = 
3,5;  2,0  5,0 ).  от до балла Сумма неврологическо-
   8,71го дефицита составила  ± 0,78 (Ме = 8;  3от  
 19).   до Скорость прогрессирования заболевания 
(   EDSS  отношение балла к  )длительности болезни  
 0,49составила  ± 0,19  (Ме = 0,5;   0,1   1,0).от до  
    Среднее количество курсов терапии кортикосте-
  1,78роидами было  ± 1,77 (Ме = 1,5;  1,0  5,0).от до  
    20  , В группу сравнения вошли здоровых лиц со-
      ответствующих по полу и возрасту группе боль-
.    (31,9ных Средний возраст составил  ± 1,7) .года  
   :Проводилась комплексная оценка апоптоза  
  (  рецепторный уровень выявление рецептора 
    апоптоза на лимфоцитах методом люминес-
 ),   центной микроскопии клеточный уровень 
(     оценка морфологических изменений в лейко-
   ). цитах методом световой микроскопии Наибо-
    лее информативным методом изучения апопто-
     за остается оценка структурных изменений кле-
    . ток с помощью светового микроскопа Осуще-
   ствлялось определение морфологических изме-
   .  нений нейтрофилов и лимфоцитов Готовили 
,  5мазки фиксировали    -  мин в азур эозине мети-
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   -   леновом синем по Май Грюнвальду и окраши-
 40вали    – . мин по Романовскому Гимзе Подсчиты-
    вали количество клеток с морфологическими 
      признаками апоптоза в процентах от доли ней-
     трофилов и лимфоцитов в общей лейкоцитар-
 .     ной формуле Для оценки содержания клеток с 
  (  CD95-маркером апоптоза экспрессия рецептора 
 )   на лимфоцитах использовали непрямой имму-
   нофлюоресцентный метод и моноклональные 
   CD95 (Fas- ) («антитела к антигену рецептор Сор-
», ).   -бент Россия Концентрацию ФНО α  в сыво-
   ротке крови определяли иммуноферментным 
   методом с использованием соответствующих 
 («  »,  .наборов Протеиновый контур г  -Санкт Пе-
).тербург
   Все количественные показатели обрабаты-
    вались статистически с вычислением степени 
  достоверности по t-   критерию Стьюдента для 
 .   независимых выборок Различия оценивали как 
  достоверные при p < 0,05.  Предварительно оце-
   нивали нормальность генеральной совокупности 
   –  с помощью критерия Колмогорова Смирнова и 
    равенство генеральных дисперсий с помощью 
F-  . критерия Фишера
Результаты и обсуждение
    У больных рассеянным склерозом относи-
    тельное содержание лимфоцитов в кровотоке 
 (22,30составило  ± 0,20)%,     что ниже по сравне-
    –  (30,06нию с контрольной группой  ± 1,73)%, 
p < 0,05.  Абсолютное   содержание лимфоцитов у 
    пациентов с РС оказалось равным 
(1,22 ± 0,01) ∙ 106   1клеток на   ( / ) (  л кл л у здоровых 
 (1,96лиц  ± 0,04) ∙ 10,  p < 0,05).  Относительное со-
      держание нейтрофилов у пациентов с РС соста-
 (68,76вило  ± 0,18)%  (66,28против  ± 0,25)%  у здоро-
 ,  вых лиц p < 0,05.   Абсолютное содержание ней-
      трофилов у пациентов с РС имело значение 
(3,84 ± 0,04) ∙ 106,     а у здоровых лиц 
(4,32 ± 0,04) ∙ 10 / , кл л p < 0,05. ,   Показано что в пе-
риферической крови у больных РС содержание 
лимфо ,цитов  экспрессирующих Fas- ,рецептор  на-
ходилось в пре  (20,26делах  ± 0,08)%,   а у здоровых 
   (13,52лиц в пределах  ± 0,27)%, p < 0,05. Абсолют-
  CD95-ное содержание лимфоцитов у больных РС 
составило (145,37 ± 3,22) ×
× 106 / ,кл л  что ниже  по сравнению с  таковыми в 
  – (268,25контрольной группе  ± 12,45) ∙ 106,  p < 0,05. 
Относительное содержание нейтрофилов с мор-
    фологическими признаками апоптоза у пациентов 
  (2,13с РС  ± 0,04)%,     –у здоровых лиц  
(0,18 ± 0,07)%,  p < 0,05.   Абсолютное содержание 
     апоптотических нейтрофилов у пациентов с РС 
  (201,15оказалось равным  ± 4,83) ∙ 106  ((290,35 ±
± 11,95) ∙ 10 /    ),  кл л у здоровых лиц p < 0,05. Отно-
    сительное содержание лимфоцитов с признаками 
      спонтанного апоптоза у пациентов с РС имело 
 (4,38значение  ±
± 0,04)%  ((1,08 ± 0,27)%    ),в группе контроля  
p < 0,05.   Абсолютное содержание апоптотических 
лимфо   цитов у пациентов с РС оказалось равным 
(29,09 ± 0,63) ∙ 106 /  ((38,35кл л  ± 0,84) ∙ 10   у здоро-
 ), вых лиц p < 0,05. 
   ,  . .Рассчитан индекс реализации апоптоза т е  
    доля клеток с морфологическими признаками 
      ,апоптоза в процентах от общего числа клеток  
    экспрессирующих рецепторы готовности к апо-
. ,    птозу Установлено что индекс реализации апо-
    (21,69птоза у больных РС  ±
± 0,2)% ((8,48 ± 2,16)%   ), в группе контроля p < 0,05. 
      У больных рассеянным склерозом в стадии об-
    острения относительное содержание в кровотоке 
  (21,51лимфоцитов составило  ± 0,28)%,   в стадии 
    –ремиссии данный показатель выше  
(23,31 ± 0,27)%,  p < 0,05.   Абсолютное содержание 
       лимфоцитов у пациентов с РС в стадии обостре-
  ((1,15ния ниже  ± 0,02) ∙ 106 / ),   кл л чем в ремис-
 сию ((1,31 ± 0,02) ∙ 106),  p < 0,05.  Относительное 
    содержание лимфоцитов с признаками спонтан-
        ного апоптоза у пациентов с РС в стадии об-
  острения выше ((4,55 ± 0,06)%),    чем в стадии ре-
 ((4,17миссии  ± 0,04)%),  p < 0,05.  Абсолютное со-
    держание апоптотических нейтрофилов у паци-
      ентов с РС в стадии обострения  оказалось рав-
 (197,38ным  ± 6,67) ∙ 106,   при ремиссии – 
(206,14 ± 6,92) ∙ 10 / ,  кл л p < 0,05.  Абсолютное со-
    держание апоптотических лимфоцитов у паци-
      ентов с РС в стадии обострения составило 
(926,54 ± 0,82) ∙ 106,     а в стадии ремиссии 
(32,19 ± 0,86) ∙ 10 / ,  кл л p < 0,05.   Доля нейтрофи-
       лов с признаками апоптоза у пациентов с РС 
 (2,16равна  ± 0,05)%     в стадии обострения и сни-
    – (2,09жена в стадии ремиссии  ± 0,06)%, p < 0,05. 
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    У больных рассеянным склерозом относительное 
   , содержание в кровотоке лимфоцитов экспресси-
    Fas-рующих рецепторы готовности к зависимому 
 (CD95),    апоптозу в стадии обострения оказалось 
 (20,61равным  ± 0,11)%,    в стадии ремиссии данный 
  – (19,83показатель ниже  ± 0,11)%, p < 0,05. 
,    Обнаружено что индекс реализации апопто-
       за у больных РС в стадии обострения имел 
 (22,12значение  ± 0,29)%,     –в стадии ремиссии  
(21,10 ± 0,26)%, p < 0,05.   Показатели лейкоцитов и 
     спонтанного апоптоза клеток крови у пациентов 
      с рассеянным склерозом в зависимости от ста-
      дии заболевания и у здоровых лиц представле-
  ны в таблице.
Показатели содержания лейкоцитов и спонтанного апоптоза клеток крови у здоровых лиц и больных рассеянным склерозом 
в зависимости 
от стадии заболевания
Показатель  Здоровые лица
  Стадия рассеянного склероза
Обострение Ремиссия
, Лейкоциты ∙ 10 /кл л 6,42 ± 0,06 6,41 ± 0,18# 5,69 ± 0,19
, %Лимфоциты 30,06 ± 1,73 21,51 ± 0,28# 23,31 ± 0,27
, .Лимфоциты абс 1,96 ± 0,04 1,15 ± 0,02# 1,31 ± 0,02
, %Нейтрофилы 66,28 ± 0,25 69,33 ± 0,25 67,98 ± 0,27
, .Нейтрофилы абс 4,32 ± 0,04 3,79 ± 0,06 3,89 ± 0,05
    , %Доля нейтрофилов с признаками апоптоза 0,18 ± 0,07 2,16 ± 0,05# 2,09 ± 0,06
     , /Абсолютное количество нейтрофилов с признаками апоптоза кл
л
290,35 ± 11,95 197,38 ± 6,67 206,14 ± 6,92
    , %Доля лимфоцитов с фрагментированным ядром 1,08 ± 0,27 4,55 ± 0,06# 4,17 ± 0,04
    Абсолютное количество лимфоцитов с фрагментированным 
, /ядром кл л
38,35 ± 0,84 26,54 ± 0,82# 32,19 ± 0,86
,  Fas- , %Лимфоциты экспрессирующие рецептор 13,52 ± 0,27 20,61 ± 0,11# 19,83 ± 0,11
  CD95, /Абсолютное количество кл л 268,25 ± 12,45 130,59 ± 4,23# 163,04 ± 4,24
  , %Индекс реализации апоптоза 8,48 ± 2,16 22,12 ± 0,29# 21,10 ± 0,26
#    .Достоверные различия с ремиссией
 38       У больных РС и у здоровых лиц прове-
  -дена оценка ФНО α.   Учитывая большую инди-
   видуальную вариабельность значений продук-
 ,     ции цитокинов были выделены две группы лиц 
    -в зависимости от концентрации ФНО α.
    4 (10,52%) ,В первую группу вошли человека  
    у которых наблюдалось повышение концентра-
 -ции ФНО α.    Среднее значение концентрации 
-ФНО α     (768,50у больных РС составило  ± 313) 
/ .      пг мл Для представителей первой группы ха-
   рактерен более выраженный неврологический 
.     EDSS дефицит Средний балл по шкале равнялся 
3,80 ± 2,11.     Пациенты этой группы находились в 
 .стадии обострения
    32 (89,47%)  Во второй группе было человека с 
  -показателями концентрации ФНО α  в пределах 
 –  0  50 / .  нормы от до пг мл Пациенты находились 
  . в стадии ремиссии     EDSSСредний балл по шкале  
 2,65составил  ± 1,43. 
    -В группе контроля концентрация ФНО α 
   . была в пределах нормы
Заключение
   Проведенные исследования показали сни-
    жение абсолютного количества нейтрофилов и 
     лимфоцитов с признаками апоптоза у пациен-
        .тов с РС в сравнении с группой здоровых лиц  
    При РС снижена элиминация ,  клеток которые в 
   . норме уничтожаются процессом апоптоза Пока-
   затели запрограммированной клеточной смерти 
     .изменяются в стадиях обострения и ремиссии  
    Абсолютное количество нейтрофилов и лимфо-
     цитов с признаками апоптоза при обострении 
,   .   ниже чем при ремиссии В стадии обострения 
   уменьшается уничтожение клеток посредством 
. , ,   апоптоза И наоборот в ремиссию повышается 
     механизм уничтожения клеток с помощью апо-
.    птоза Изменение показателей апоптоза п  ри РС 
  ,   говорит о том что запрограммированная клеточ-
      . ная смерть играет роль в патогенезе РС Кон-
 -центрация ФНО α     в сыворотке крови у больных 
    рассеянным склерозом зависит от т  яжести забо-
   левания и стадии  . клинического течения Повы-
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 -шение ФНО α    наблюдается при обострении па-
 . тологического процесса
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